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La presente invention a pour objet de nouvelles molecules et Ieur 
utilisation pour moduler 1 'activite du proteasome. Elle a egalement pour objet les 
compositions pharmaceutiques et cosmetiques les comprenant et P utilisation de ces 
molecules pour la prevention et/ou le traitemcnt de pathologies et des desordres lies au 
proteasome. 

Le proteasome est une enzyme proteolytique essentielle du cytoplasme et 
du noyau des cellules eukaryotes. II est implique dans la degradation de la plupart des 
proteines intracellulaires et participe a ia transformation des antigenes presenles par la 
plupart des molecules MHC-1. 

Au moins cinq types d'activites proteolytiqucs ont etc identifies dont 
trois principales : une activite de type chymotrypsine (CT-L), une activite de type trypsine 
(T-L) et une activite peptidase post-acide. Le site catalytique de type peptidase post-acide 
coupe preferentiellement les sequences peptidiques comportant un acide glutamique en 
position PI ; le site catalytique de type trypsine coupe preferentiellement mais non 
exclusivement les sequences peptidiques comportant un acide amine basique, (arginine, 
lysine) en position PI ; le site catalytique de type chymotrypsine coupe preferentiellement 
mais non exclusivement les sequences peptidiques comportant un acide amine hydrophobe, 
tel qu'une leucine en position PI, 

La structure du proteasome est celle d'un complexe proteique 26S (2,4 
MDa) comportant un complexe catalytiquement actif denomme 20S, dont Pactivite est 
regulee par des complexes regulateurs. s 

Le proteasome hydrolyse les proteines en fragments de 3 a 25 residus 
avec une moyenne de 7 a 8 residus. 

Le particule catalytique du proteasome, 20S, peut etre sous deux etats 
distincts, Pun active et V autre non active. 

Le proteasome est un element indispensable a la proteolyse 
intracellulaire, qu'elle soit dependante ou non de Pubiquitine (Eytan et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 86:7751-7755 (1989) ; Reichsteiner et al. J. Biol. Chem. 268:6065-6068 
(1993)). Ces mecanismes sont impliques dans Ia degradation des cyclines et d'autres 
proteines a courte duree de vie ainsi qu'a longue duree de vie. Les oncogenes (Glotzer et 
al, Nature 349:132-138 (1991) ; Ciechanover et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 139- 
143 (1991)) et Pornithine decarboxylase (Murakami et al, Nature, 360:597-599 (1992)) 
constituent des exemples de proteines degradees. Ces donnees suggerent fortement que le 
proteasome joue un role important dans la regulation de la croissance ceilulaire et dans Ia 
mitose. 

Le proteasome joue egalement un role-cle dans la presentation des 
peptides antigeniques aux cellules du systeme immunitaire, done dans la surveillance 
dirigee contre les virus et le cancer (Brown et al, Nature, 355:355-360 (1991)). 
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Le role joue par le proteasome dans la degradation des prolines suggere 
que son inhibition puisse permettre d'agir sur des pathologies comme le cancer, les 
maladies auto-immunes, le SIDA, les maladies inflammatoires, les maladies cardiaques, 
le rejet de greffe, la fonte musculaire (M. Reboud-Ravaux, Progress in Molecular and 

5 Subcellular Biology, vol. 29, Springer Verlag, 2002, p. 109-125 ; Kisselev at a!., 
Chemistry & Biology, 8, 739-758 (2001)). 

Par ailleurs, on sait que Pactivation du proteasome devrait permettre 
d'agir sur les mecanismes de proteoiyse intracellulaire dans le sens d'une acceleration de 
ces mecanismes qui peut etre souhaitee par exemple lorsque Ton constate une 

10 accumulation de proteines oxydees. Dans ce contexte une molecule activatrice du 
proteasome devrait permettre d'eliminer les proteines oxydees et constituer un traitement 
et/ou une methode d'inhibition de P apparition des signes du vieillissement, notamment du 
vieillissement cutane. Des molecules activatrices du proteasomes ont ete decrites 
notamment par : Kisselev et a!., J. Biol. Chem, 277, 22260-22270 (2002) ; Wilk et al., 

15 Mol. Biol. Rep., 24, 119-124 (1997) ; Ruiz De Mena et al, Biochem. J., 296, 93-97 
(1993) ; Arribas et al., J. Biol. Chem., 265, 13969-13973 (1990). 

L' accumulation de proteines est egalement observee dans le contexte de 
la maladie d' Alzheimer et de la maladie de Parkinson. Une activation du proteasome 
pourrait permettre d'activer le processus de degradation des proteines dans le traitement de 

20 ces pathologies. Des composes de ce type sont decrits dans les documents US-5, 847,076 et 
JP-2002029996. 

Un inhibiteur du proteasome existe deja sur le marche : le Velcade ® est 
utilise pour le traitement du myelome multiple. Le Velcade ® se lie de facon covalente aux 
sites actifs du proteasome et bloque ainsi leur activite. 11 empeche ainsi le proteasome 
25 d s effectuer la degradation des proteines et bloque notamment le processus d' apoptose et de 
mort cellulaire (Richardson et a/., Cancer Control, 10, 361-366 (2003)). 

Toutefois ce mecanisme d' action, extremement efficace, se revele aussi 
etre toxique pour Porganisme et a pour consequence des effets secondares importants. Le 
probleme se pose done de trouver des inhibiteurs du proteasome qui soient moins 
30 drastiques dans leur mecanisme d' action. 

La difficulte pour concevoir des inhibiteurs du proteasome est d'autant 
plus grande que le proteasome montre une specificite mediocre dans le choix de ses 
substrats et dans le schema de clivage qu'il adopte. 

L'un des problemes que vise a resoudre 1' invention a ete la mise au point 
35 de molecules se liant de maniere non covalente aux sites actifs du proteasome et/ou aux 
sites regulateurs du proteasome. 

On connait, par le document Bioorganic and Medicinal Chemistry, 11 
(2003), 4881-4889, des pseudopeptides derives de la sequence Ac-Leu-Leu-Norleucinal. 



ler depot 



3 

Ces composes sont des inhibiteurs potentiels du proteasome. Toutefois, leur activite sur le 
proteasome n'est pas quantifiee. 

On a egalement cherche a mettre au point des molecules de petite taille 
dont la synthase soil simple et reproductible afin d'etre industrialisable. On a en outre 
souhaite obtenir des molecules stables, y compris pour une administration orale. 

On connait notamment par le document Papapostolou et al , BBRC, 295 
(2002) 1090-1095, des peptides de petit taille (5 a 6 acides amines) qui se lient de fagon 
non covalente au proteasome et qui ont une activite modulatrice (activatrice pour les uns, 
inliibitrice pour les autres) des fonctions du proteasome. 

Toutefois, Paf finite de ces molecules pour leur cible pent encore etre 
amelioree et leur stabilite dans des conditions d' administration a un organisme humain 
laisse a desirei\ 

Les inventeurs se sont done fixe pour objectifs la conception et la 
synthese de molecules nouvelles qui n'aient pas les inconvenients des molecules de Tart 
anterieur. 

Get objectif a ete atteint par les molecules de V invention qui repondent a 
la formule generate (I) ci-dessous, et leurs sels pharmaceutiquement acceptables : 

(Xo)xO-(Xi) x i"(X2)x2-X3-(X4) x 4-X5-X 6 -(X7) x 7-(X8) x8 -(X9) x g 

(I) 

dans laquelle xq, Xi, X2 5 x 4? x 75 xg et xg represented chacun, de fa<?on 
independante 5 un entier egal a 0 ou a 1 ; 

Xo represente un groupement choisi parmi ceux repondant a la formule 

(II): 



-IHJ 14T - Y-C- 
O 

n 
(II) 

dans laquelle Y represente un groupement alkyle en Ci-C24, lineaire 
ramifie ou cj'clique, sature ou insature, n represente un entier choisi parmi 0 et L 
Suivant les cas, Ton a: 

- n = 1 et Xo represente un groupement biotinyle greffe sur une chame 

amino-acyle. 
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- n = 0 et Xq represente une chaine acyle HY-CO-. 
X| et X3 represented chacun un acide amine naturel ou synthetique 
comportant chacun au moins une fonction hydroxyle sur sa chaine laterals X 2 et X 3 ,. 
identiques ou differents peuvent etre choisis par exemple parmi la threonine et la serine ; 
5 X 2 represente un acide amine naturel ou synthetique qui peut etre choisi 

parmi ceux comportant une chaine laterale alkyle, comme par exemple la valine, la leucine, 
l'isoleucine ; 

X4 represente un acide amine naturel ou synthetique qui peut etre choisi 
parmi ceux comportant une chaine laterale aromatique comme par exemple la 
10 phenylalanine, le tryptophane et la tyrosine ; X4 peut egalement etre un acide amine 
aromatique comportant un groupe reactionnel photoactivable comme la para-benzoyl 
phenylalanine ; 

X 5 represente un acide amine selectionne parmi : les acides amines 

charges positivement tels que la lysine, Parginine, l'histidine ; les acides amines charges 

15 negativement , tels que Pacide aspartique, 1* acide glutamique ; les acides amines porteurs 

d'une fonction amide, tels que Pasparagine et la glutamine ; 

X 6 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la tyrosine, la 

phenylalanine, la leucine, Pisoleucine, Palanine ; X 6 peut egalement etre un acide amine 

aromatique comportant un groupe reactionnel photoactivable comme la para-benzoyl 

20 phenylalanine ; X 6 peut encore etre le lysine ; 

X 7 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la glycine 

Palanine, la leucine, la valine, Pasparagine et Parginine ; 

X 8 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la proline, la 

valine, Pisoleucine, Pacide aspartique ; 

25 X9 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la serine, 

Palanine, la lysine, Parginine, le tryptophane ; 

la liaison entre deux acides amines successif Xj-Xj+i, designee qj-j+i, i = 

O 
H 

1...8, peut etre une liaison peptidique C— NH— ou une liaison pseudopeptidique choisie 
dans la liste suivante : 

30 ester CO-0 

thioester CO-S 

cetomethylene CO-CH2 

N-methylamide CO-N(Me) 

amide inversee NH-CO 

35 Z/E vinylene CH-CH 

ethylene CH2-CH2 

methylenethio CH2-S 
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methyleneoxy CH2-O 

thioamide CS-NH 

methylene amino CH 2 -NH 

cetomethylene amino CO-CH 2 -NH 
5 - les acides amines enonces ci-dessus Xj, i = 1,... 9 etant 

susceptibles de comporter une modification de leur carbone a, designe Q, i = 1, ... 9 e t 
porteur de la chaine laterale R de l'acide amine, modification consistent dans le 
remplacement de : 

R 
I 

-Ci- 
I 

H 

10 par un groupement choisi parmi : 

I 1 
CH 

-Ci- , -ch- et _ ,<j _ 
R 

les groupements R et CH-R, representant la chaine laterale de l'acide 
amine et R 2 representant un groupement alkyle en C,-C 6 ; eventuellement R-R, peuvent 
constituer un cycle, 

les pseudopeptides de l'invention repondant en outre aux conditions 



15 



20 



25 



suivantes 



dessus. 



. x 0 est egal a 1 
ou 

• Tune des liaisons q w+ ,, i=l,.„8, est une liaison pseudopeptidique 
ou 

. 1'un des Q, i=l,...9, comporte l'une des modifications enoncees ci- 



En effet, comme ceia est illustre dans la partie experimentale, les 
molecules de formule (I), qui comportent au moins un groupement non peptidique, ont en 
commun la propriete de se her de facon non covalente aux sites actifs et/ou aux sites 
regulateurs du proteasome. En particulier, elles ont la propriete de se lier aux sites actifs 
et/ou aux sites regulateurs de l'activite CT-L (chymotrypsine-like) du proteasome 

Certaines de ces molecules ont une aclivite inhibitrice du proteasome 
d'autres sont activatrices du proteasome. Certaines molecules, comportant un groupement 
30 photoactivable ^m-benzoyl-phenylalanine, peuvent, par {'application d'un traitement 
photochimique, se fixer de facon covalente au proteasome. 

On a constate que dans des tests pratiques in vilro les molecules de 
l'invention etaient dotees d'une plus grande affinite pour le proteasome que les molecules 
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de Tart anterieur decrites dans Papapostolou et al, BBRC, 295 (2002) 1090-1095, qui ont 
une structure strictement peptidique. 

En outre, leur caractere non strictement peptidique (la presence de 
liaison(s) non peptidique(s) et/ou de certains acides amines modifies) permet de prevoir 
5 une moindre efficacite des proteases sur la degradation de ces molecules et done une 
meilleure resistance a la proteolyse dans des conditions d ? administration in vivo. 

Outre les caracteristiques pseudopeptidiques enoncees ci-dessus, les 
acides amines utilises pour la preparation des molecules de formule (I) peuvent etre des 
acides amines naturels, sous forme d'enantiomere L. Toutefois, on peut prevoir d'utiliser 
10 leurs analogues D ou leurs analogues p-amines, y-amines ou co-amines. 

Les molecules de 1' invention comportent au moins Tune des 
caracteristiques suivantes : 

- chame biotinyle ou acyle en extremite N-terminale, 

- ou liaison peptidique modifiee, 

15 - ou presence d'un acide amine comportant un carbone a modifie, 

chacune de ces modifications consistant en une variante par rapport a un 

enchamement peptidique simple : 

O O 

-NH-CH— C—NH— CH — C— NH ... 
I 

Toutefois, les molecules de Pinvention peuvent comporter plus d'une 
20 modification par rapport a un enchancement peptidique simple, comme par exemple : 

- un groupement acyle en extremite N-terminale et une ou plusieurs 
liaisons pseudopeptidiques. 

- un groupement biotinyle en extremite N-terminale et un groupement 
/?#ra-benzoyl-phenyialanine dans la chame peptidique, 

25 - une liaison pseudopeptidique et un acide amine comportant un carbone 

a modifie, 

- un groupement acyle N-terminal et un acide p ou y-amine. 

Lorsque x 0 =l, la chame acyle -Y-CO peut etre lineaire rami flee ou 
cyclique, saturee ou insaturee. De preference e'est une chaine lineaire que Ton represente 
30 par la formule -C p H 2p -CO-, p etant un entier allant de 1 a 23. 

De preference, Tun au moins des entiers x 0 , x u x 2 , x 4 , x 7 , x 8 et x 9 est egal 

al. 

Parmi les molecules repondant a la formule (I), on prefere celles 
comprenant 4 a 8 acides amines, preferentiellement 5 a 7 acides amines, encore plus 
35 preferentiellement celles comportant 6 acides amines. 

Dans le cas ou xo=l : 
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- Iorsque n = I, de preference Y comporte 1 a 8 atomes de carbone, 
par exemple Y represente -C p H 2p - et p peut etre 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 

- Iorsque n = 0, de preference Y comporte de 5 a 23 atomes de carbone 
par exemple Y represente -C p H 2p - et p peut etre un entier allant de 5 a 23. 

De preference, l'un au mo ins de Xi et de X 3 represente la threonine. 
Encore plus preferentiellement X! et X 3 represented tous deux la threonine. 

De preference X 2 est choisi parmi Pisoleueine et la valine. 

De preference X 4 est choisi parmi la phenylalanine, la tyrosine et la para- 
benzoyl-phenylalanine. 

De preference au moins 2 des entiers x 0 , x u x 2> xa, x 7 , x 8 et x 9 sont egaux 
a 1, encore plus preferentiellement 3 au moins de ces entiers sont egaux a i, 

Parmi les molecules repondant a la formule (I), une sequence preferee est 
celle repondant a la formule (la) : 

X 0 -X i -X2-X3-X4-X5-X6 
(la) 

dans laquelle X 0 , X u X 2 , X 3 , X4, X 3 , X 0 ont la meme definition que ci- 
dessus, les liaisons qi, i+1 entre les acides amines X et X i+I , i - 1...5, etant des liaisons, 
peptidiques ou pseudo peptidiques. 

Selon une premiere variante preferee de la molecule (la) X 0 represente : 



MH 




(CH 2 ) 4 -C— NH-(CpH 2 p)-C— 
O O 
avec p allant de 1 a 8, de preference de 2 a 6, 
et X4 represente un groupement /?o/«-beitzoyl-phenyIalanine. 
Selon une seconde variante preferee de la molecule (la), X 0 represente un 
groupement acyle : 

YH-C- 
II 
O 

dans lequel Y represente un groupement alkyle en C 3 -C 23 . 

Encore plus preferentiellement X 0 represente un groupement : 
(C^H 2p+ .,)— C— ■ 

O 

avec p allant de 3 a 23, de preference de 5 a 19. 

Parmi les molecules repondant a la formule (I), une autre sequence 
preferee est celle repondant a la formule (lb) : 
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X3-X5-X6-X7-X8-X9 

(lb) 

dans laquelle X 3 , X 5 , X& X 7 , X 8 et X 9 ont la merae definition que ci- 

dessus, 

5 - Tune au moins des liaisons entre deux acides amines successifs etant 

une liaison pseudopeptidique 
ou 

- Tun des carbones a de l'un des acides amines etant un carbone a 

modifie. . 
IQ Selon l'invention, le terme sels se rapporte a la fois aux sels d amine 

d'une fonction carboxyle de la chaine peptidique aussi bien qu'aux sels acides d'addition a 

un groupe amine de cette meme chaine polypeptidique. Les sels d'une fonction carboxyle 

peuvent etre formes avec une base inorganique ou organique. Les sels inorganiques 

inciuent par exemple les sels de metaux alcalins teis que les sels de sodium, de potassium 

15 et de lithium ; les sels alcalino-terreux tels que par exemple les sels de calcium, de barium 
et de magnesium ; les sels d'ammonium, les sels ferreux, ferriques, les sels de zinc, de 
manganese, d'aluminium, de magnesium. Les sels avec des amines organiques inciuent 
ceux formes par exemple avec la trimethylamine, la triethylamine, la tri(n-propyl)amine, la 
dicyclohexylamine, la triethanolamine, 1'arginine, la lysine, l'histidine, 1'ethylenediamine, 

20 la glucosamine, la methylglucamine, les purines, les piperazines, les piperidines, la cafeine, 
la procaine. 

Les sels d'addition acides inciuent, par exemple, les sels avec des acides 
mineraux tels que par exemple l'acide chlorhydrique, I'acide bromhydrique, l'acide 
sulfurique, l'acide phosphorique, l'acide nitrique ; les sels avec des acides organiques tels 
25 que par exemple, l'acide acetique, l'acide trifluoroacetique, l'acide oxalique, l'acide 
tartrique, l'acide succinique, l'acide maleique, l'acide fumarique, l'acide gluconique, I'acide 
citrique, l'acide malique, l'acide ascorbique, l'acide benzo'ique. 

Parmi les molecules preferees de rinvention, on peut citer : 
CH 3 -(CnH2n)-CO-TVTYDY avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 
30 CH 3 -(CnH2n)-CO-TISYDY avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 

CHs^CnH^-CO-TVSYKF avec n=4,6,8,10,12,14,16 / 18 
CH 3 -(CnH2n)-CO-TITFDY avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(CnH2n)-CO-TITYKF avec n=4 / 6,8,10,12,14,16,18 
CH3-(C n H 2 n)-CO-TITYEY avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 
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CH 3 -(CnH 2 n)-CO-TITYDF avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 

CH 3 -(C n H 2n )-CO-TVTYKL avec 11=4,6,8,1042,14,16,18 

CH 3 -(CnH2n)-CO-TVTYKY avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 

CH 3 -(C n Han)-CO-TVTFKF avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 

CH 3 -(C n H 2 n)-CO-TITYDL avec n=4, 6,8, 10,1 2,1 4,1 6,1 8 

CH3-(C„H2n)-CO-TITFDY avec n=4,6,8,l 0,12,14,16,18 

CH 3 -(C n H2n)-CO-TVTFKF avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 

CH3-(C n H 2 u)-CO-TVTYKF avec ^4,6,3,10,12,14,16,18 

Biot-Ava-TVT-Bpa-KF 

B lot- Ava-T VT-Bpa-K Y 

Biot-Ava-TVT-Bpa-KL 

B iot- Ava-T VT- B pa-DF 

B iot- Ava-T VT- Bpa-D Y 

Biot-Ava-TVT-Bpa-DL 

B io t- A va-TIT-Bpa-KF 

Biot-Ava-TIT-Bpa-KY 

Biot-Ava-TIT-Bpa-KX 

Biot-Ava-TIT-Bpa-DF 

Biot- A va-TIT-Bpa-D Y 

Biot-Ava-TIT-Bpa-DL 

B iot- Ava-T VT- Bpa-EF 

Biot-Ava-TVT-Bpa-EY 

Biot-Ava-TVT-Bpa-EL 

Biot-Ava-TIT-Bpa-EF 

B iot- Ava-TIT-Bpa-E Y 

Biot-Ava-TIT-Bpa-EL 

Biot-Ava-TVT-Bpa-NF 

Biot-Ava-TVT-Bpa-NY 

Biot-Ava-TVT-Bpa-NL 

Biot-Ava-TIT-Bpa-NF 

Biot-Ava-TIT-Bpa-NY 

Biot-Ava-TIT-Bpa-NL 
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TNL*GPS, ou encore SEK*RVW, TRA*LVR, SNL*NDA et THI*VIK, 

dans lesquelles * represente : 

- une liaison choisie parrai les liaisons ester, thioester, cetomethylene, 
cetomethyleneamino, N-methylamide, amide inversee, Z/E vinylene, ethylene, 
methylenethio, methyleneoxy, thioamide et methyleneamide, 



ou 



la presence d'un aza-acide amine en substitution de 1'un des acides 

amines adjacents a *. 

Biot represente un groupement biotinyle, Ava represente un groupement 

10 acide 6 amino valerique, Bpa represente un groupement para-benzoyl-phenylalanine. 

Selon 1'invention, on peut egalement prevoir que les molecules decrites 
ci-dessus soient couplees sur leur extremite C-terminale et/ou, lorsque cela est possible, sur 
leur extremite N-terminale, avec une autre molecule qui favorise la biodisponibilite de la 
molecule de T invention. On peut notamment citer a cet effet les peptides qui favorisent la 
15 penetration dans la cellule et qui sont decrits notamment dans : ROJAS et al, Nat. 
Biotechnol., 16, 370-375 (1998) ; FUTAKI et al, J. Biol. Chem., 276, 5836-5840 (2001) ; 
MORRIS et al, Nat. Biotechnol., 19, 1 173-1 176 (2001). On peut citer egalement le produit 
denomme penetratine et les vecteurs peptidiques commercialises par la societe Diatos. . 

Les molecules de 1'invention peuvent etre preparees selon des techniques 
20 bien connues de l'homme du metier comme la synthese peptidique et la synthese de 
pseudopeptides. Ces techniques de synthese sont illustrees dans la partie experimentale. 
Pour la synthese de pseudopeptides, on peut se reporter par exemple a : SPATOLA, Vega 
Data, Vol.1, issue 3 (1983); SPATOLA, Chemistiy and Biochemistry of Amino Acids 
Peptides and Proteins, Weinstein, ed., Marcel Dekker, New York, p.267 (1983). 
25 MORLEY.J.-S., Trends Pharm. Sci., 463-468 (1980) ; HUDSON et al, Int. J. Pept. Prot. 
Res. 14, 177-185 (1979); SPATOLA et al, Life Sci., 38, 1243-1249 (1986); Hann, 
J.Chem. Soc. Perkin Trans.I 307-314 (1982) ; ALMQUIST et al, J. Med. Chem., 23, 1392- 
1398 (1980) ; JENNINGS-WHITE et al, EP-45665 ; HOLLADAY et al, Tetrahedron Lett. 
24, 4401-4404 (1983). HRUBY et al, Life Sci. 31, 189-199 (1982). 
30 Un peptide modifie selon T invention peut egalement etre obtenu par 

expression d'un peptide a partir d'une molecule d'acide nucleique recombinant puis 
modification (greffe d'un groupement pcrra-benzoyle sur un residu phenylalanine, greffe 
d'un groupement biotinylaminoacyle, d'un groupement acyle). 
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Les molecules de P invention peuvent etre utilisees pour modular 
Pactivite du proteasome ; ces utilisations constituent un autre objet de P invention : 

L' invention a notamment pour objet Putilisation d'une molecule decrite 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement 
5 d'une pathologie impliquant le proteasome et en particulier son activite de type 
chymotrypsine (CT-L). 

Certaines de ces molecules out des proprietes inhibitrices de Pactivite du 
proteasome, et a ce titre elles peuvent etre utilisees pour preparer un medicament destine a 
la prevention et/ou au traitement d'une pathologie selectionnee parmi : les cancers 

10 impliquant des tumeurs hematologiques comme le myelorne multiple, les leucemies, les 
lymphomes, les sarcomes : RICHARSON et a/, Cancer Control, 10 , 361-366 (2003); 
ADAMS,Drug Discovery Today, 8, 307-3 1 1 ; ou des tumeurs solides de la rate, du sein, du 
colon, du rein, du tractus otho rhino laryngopharinge, du poumon, de Povaire, de la 
prostate, du pancreas, de la peau : LENZ, Cancer Treatment Reviews, 29, 41-48 (2003) ; 

15 les maladies inflammatoires telles que par exemple la maiadie de Crohn et Pasthme : 
ELLIOT et al, J. Allergy Clin. Immunol 104, 294-300 (1999) ; ELLIOT et al, Journal of 
Molecular Medecine, 81, 235-245 (2003) ; la fonte musculaire : LECKER et ah J. Nutr. 
129, 227S-237S (1999) ; le sida : SCHUBERT, Proc. Natl Acad, ScL USA, 97, 1357-1362 
(2000); les maladies auto-immunes comme par exemple la polyarthrite rhumatoide et le 

20 lupus erythemateux aigu dissemine : Schwartz et al, J. Immunol, 164 7 6114-6157 (2000); 
les pathologies cardiaques comme par exemple les myocardites et les consequences des 
processus isehemiques que ce soit au niveau myocardique ou cerebral ou puimonaire: 
CAMPBELL et al, J. Mol. Cell Cardiol. 31, 467-476 ; les accidents vasculaires cerebraux : 
ZHANG et al Cure. Drug Targets Inflamm. Allergy 1, 151-156 (2002), DI NAPOLI et al, 

25 Current Opinion Invest. Drugs, 4, 303-341 (2003), le rejet d'allogreffe ; les traumatismes, 

les brftlures, la regeneration corneenne : STRAMER et al y Invest. Ophthalmol, Vis. ScL 

42, 1698-1706 (2001). 

Certaines de ces molecules ont une activite stimulatrice de Paction du 

proteasome et a ce titre, elles peuvent etre utilisees pour la preparation d'un medicament 

30 destine a la prevention ou au traitement de certaines pathologies liees au vieillissement, 

comme par exemple la maiadie d' Alzheimer : TSUJI et SHIMOHAMA, dans M. Reboud- 

Ravaux, Progress in Molecular and Subcellular Biology, vol. 29, Springer Verlag, 2002, p. 

42-60, et la maiadie Parkinson : SIDELL et al, J. Neur. Chem., 79, 510-521 (2001). 

Les molecules stimulatrices de Paction du proteasome peuvent egalement 
35 etre utilisees en cosmetique ou en dermatologie, pour la preparation de compositions 
destinees a retarder et/ou a traiter les effets du vieillissement cutane chronologique ou 
actinique (photovieillissement) : FISHER et aU Photochem. Photobiol. 69, 154-157 (1999). 
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Les proteines oxydees s'accumulent dans les fibroblastes ages de la peau alors que le 
proteasome, responsable de la degradation des proteines oxydees, voit son activite 
diminuee: GRUNE, Hautartz, 54, 818-821 (2003); LY et al 9 Science, 287, 2486-2492 
(2000). U invention a notamment pour objet un procede de prevention ou de traitement 
5 cosmetique de Papparition des effets du vieillissement cutane physiologique et/ou 
actinique comportant r application d'une molecule selon 1' invention, dans un support 
cosmetiquement acceptable. Parmi les symptomes du vieillissement cutane, on pent citer 
notamment P apparition des rides, un teint terne, le relachement de la peau, la perte 
d'elasticite. 

10 Les molecules de Pinvention peuvent etre utilisees seules ou en 

association avec un ou plusieurs autres principes actifs, aussi bien dans le domaine 
therapeutique (traitement anti-cancereux, poiytherapie anti-sida...) que dans le domaine 
cosmetique. Elles peuvent egalement etre utilisees conjointement a un traitement de 
radiotherapie. 

15 Les molecules de Pinvention peuvent egalement etre utilisees pour la 

preparation d'un medicament destine a la radiosensibilisation d'une tumeur. 

L 5 invention a egalement pour objet un medicament comportant des 
molecules de Pinvention dans un support pharmaceutiquement acceptable. 

Le choix du support et des adjuvants sera guide par le mode 
20 d'administration qui sera adapte en fonction du type de pathologic a traiter. On peut prevoir 
une administration par voie orale ou parenterals 

La quantite de molecule de formule (I) a administrer a Phomme, ou 
eventueliement a P animal, depend de P activite propre a cette molecule, activite qui peut 
etre mesuree par des moyens qui seront exposes dans les exemples. Elle depend egalement 
25 du degre de gravite de la pathologie a traiter. 

L'invention a en outre pour objet une composition cosmetique et/ou 
dermatologique comprenant une molecule de Pinvention dans un support cosmetiquement 
et/ou dermatologiquement acceptable. Un tel support peut etre par exemple une creme, une 
lotion, un lait, un onguent, un shampooing. 

30 



P ARTIE EXPERIMENT ALE 
A-SYNTHESE DES MOLECULES 
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1- Lipopeptides 

17 lipopeptides ont ete synthetises, leur structure est domiee dans le 



Sequences 


TITFDY 


TVTFKF 


TVTYKF 


Chaine aliphatique 


CH 3 -(CH 2 ) 4 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) 4 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) 4 -CO- 




CH 3 -(CH 2 ) 6 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) 6 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) 6 -CO- 




CH 3 -(CH 2 ) 8 -CG- 


CH 3 -(CH 2 ) 8 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) s -CO- 






CH 3 -(CH 2 ) 10 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) K rCO- 






CH 3 -(CH 2 ) 12 -CO- 


CH 3 -(CH 2 )i 2 -CO- 






CH 3 -(CH 2 ),4-CO- 


CH 3 -(CH 2 ) 14 -CO- 






CH 3 -(CH 2 ) I6 -CO- 


CH 3 -(CH 2 ) l6 -CO- 


Tableau I : Sequences synthetisees 



Les lipopeptides sent synthetises sur un synthetiseur semi-automatique 
(CNRS, IBMC, Strasbourg, France) (1. Neimark, J., and Briand, J. P. (1993) Pept. Res. 6, 
219-228) a partir de resines Fmoc-Leu(tBu)-Wang PS, Fmoc-Lys(Boc)-Wang PS et Fmoc- 
Tyr(tBu)-Wang PS (Senn Chemicals International (Dielsdorf, Suisse). La strategic utilisee 
est un protocole classique Fmoc/tBu. L'elongation de la chame peptidique est realisee par 
couplage et deprotection successifs des Fmoc-aminoacides (3eq. par rapport a la i 
substitution de la resine. Les acides amines utilises (Neosystem (Strasbourg, France) ou 
Senn Chemicals International (Gentilly, France)) sont: Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc- 
Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gln(OtBu)-OH et Fmoc- 
Lys(Boc)-OH, Les catalyseurs de couplage sont le tetrafluoroborate de 2-(lH- 
ben2otriazoIe-l-yl)- U ,3,3-tetrameth y Iuronium (TBTU), (3eq.) 5 le 1-hydroxybenzotriazole 
(HOBt) (3eq.) et la diisopropylethvlamine (DIE A) (9eq.) dans la A^V-dimethylformamide 
(DMF). 

L'avancement de chaque etape est controle par un test colorimetrique a 
l'acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique. La deprotection N-terminale du groupe Fmoc est 
realisee par une solution de pip«§ridine a 20% dans la DMF. 

La chame lipidique est couplee a partir des chlorures d'acides (3eq.) en 
presence de DIEA (9eq.). 

Les peptides sont clives de la resine pendant 2 heures par un melange de 
10 mL de TFA, 0,750 g de phenol, 0,25 mL d'EDT, 0,5 mL de thioanisole et 0,5 mL d'eau 
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desionisee. Ce melange est initlalement additionne a la resine-peptide a 0°C mais le clivage 
se deroule a temperature ambiante. Les peptides precipitent par ajout d'Et 2 0 glace et la 
resiae est filtree. Le peptide reste sur le fritte est dissous au-dessus d'un ballon plein d 5 Et 2 0 
glace a Faide de TFA. II est ensuite concentre et lyophilise. 
5 Les peptides sont purifies par chromatography e liquide haute 

performance (HPLC) realisee sur une chaine Hitachi-Merck equipee d ! une pompe L6200 
couplee a un detecteur Jasco 875 UV. La colonne preparative utilisee est une Macherey- 
Nagel Nucleosil 300-7 C4 (250 X 10 mm ixL). L'eiuant est compose d'une solution A de 
0,1 % en volume de TFA (sequencing grade, Sigma) dans l'eau Ultrapure et d'une solution 

10 B de 0 5 08 % de TFA et de 20 % d'eau dans Tacetonitrile (Carlo Erba). Le peptide est elue 
par un gradient de 20% de B dans A jusque 50% sur 30 minutes a 4mL/minute, Le peptide 
est collecte manueilement Apres evaporation des solvants, le peptide purifie est lyophilise 
avant d'etre caracterise par spectrometrie de masse et RMN. 
2- Pseudopepiides 

15 2.1 Peptides reduits 

a- Protocole operatoire pour la preparation du Fmoc-leucinal (Douat 
C. 5 Heitz A., Martinez J., Fehrentz J.A., Tetrahedron Lett., 2000, 41, 37-40) : Ce protocole 
operatoire est resume par le schema 1 , ci-dessous : 

H y H j? H I 

20 Fmoc^S^OH + HN^O a » Fmoc^V^N^ b ^ Fmoc^'V^H 



12 3 4 

a: IBCF, NMM. b: LiAIH 4 
25 Schema 1 : Synthese du Fmoc-leucinal 

b- Synthese de Fmoc-Leu-N(CH2-CH 2 ) 2 0 : 

Fmoc-Leu-H a ete synthetise comme decrit par Douat et coll. (§a ci- 
dessus) 4,81 mmoles (0,53 mL) de N-methylmorpholine et 4,81 mmoles (0,62 mL) de 
30 chloroformiate d'isobutyle (IBCF) sont additionnees goutte-a-goutte a -15°C a une solution 
de Fmoc-Leu-OH (4,81 mmoles, 1,7 g) dans du THF anhydre (10 mL) sous courant d'azote 
La solution est agitee par un barreau aimantc couple a une plaque d'agitation magnetique. 
Le milieu reactionnel est agite pendant 15 minutes, filtre ct lave deux fois par du THF 
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anhydre. Toujours sous azote, 4,81 mmoles (0,42 mL) de morpholine sont additionnees 
goutte-a-goutte et le melange est agite a temperature ambiante pendant 1 heure. Le solvant 
est evapore sous vide sur un evaporateur rotatif et le residu repris par 50 mL d'acetate 
d'ethyle, lave par une solution aqueuse a 5% de KHSO4 (15 mL), une solution aqueuse a 
5% de KHCO3 (15 mL), puis de i'eau desionisee (2X10 mL). La phase organique est 
sechee sur MgS0 4 et evaporee sous vide sur un evaporateur rotatif. Le produit brut (1,88 
g) est purifie par chromatographie sur colonne de silice avec pour eluant un melange 
acetate d'ethyle : hexane 70 : 30 (Rf = 0,40). Le produit se presente sous la forme d'une 
mousse blanche (rendement 69%, 1,4 g, 3,3 1 mmol). 




H 3 c. k / CH3 

CHj H 2 

f O CH 2 H 2 C 

# || f I |m 

C \ / CI "L ^ch 2 

H g || H 2 i 

H 



RMN l H (300 MHz, CDCI3) : 0,94 ppm (3H, d, J k -j = 6,5 Hz, H k ) ; 0,99 
ppm (3H, d, J k .j = 6,5 Hz, H k ) ; 1,54 ppm (2H, m, H) ; 1,69 ppm (1H, m, Hj) ; 3,47 ppm 
(4H, m, H,) ; 3,66 ppm (4H, m, H m ) ; 4,22 ppm (1H, t, J c . f = 6,7 Hz, H e ) ; 4,37 ppm (2H, m, 
H f ) ; 4,70 ppm (1H, m, H h ) ; 5,57 ppm (1H, d, J g - h = 8,8 Hz, H g ) ; 7,31 ppm (2H, m, H 0 ) ; 
7,40 ppm (2H, dd, J b . a = J b . c = 7,3 Hz, H b ) ; 7,60 ppm (2H, m, H d ) ; 7,76 ppm (2H, d, J a . b = 
7,3 Hz, H a ) 

L'amide de Weinreb ainsi obtenue (1,4 g, 3,31 mmoles) est dissoute dans 
30 mL de THF anhydre, refroidie par un bain de glace et 1,25 equivalent de LiAlH 4 (162,3 
mg, 4,14 mmoles) est alors additionne par petites fractions sur une periode de 10 minutes. 
Le milieu reactionnel est agite pendant 40 minutes a 0°C puis hydrolyse par une solution 
aqueuse a 5% de KHSO4 (5 mL). Le produit est extrait par Tether diethylique (3 X 30mL) 
et Ies phases organiques rassemblees, sechees sur MgS0 4 et evaporees sous vide pour 
conduire au Fmoc-leucinal (794 mg, 2,35 mmoles) qui est utilise sans purification 
ulterieure. 



1 er depot 



16 

c- Synthese sur support solide: 

Le pseudohexapeptide est synthetise sur un synthetiseur semi- 
automatique (CNRS, IBMC, Strasbourg, France) a partir d'une resine Fmoc-Ser(tBu)- 
Wang PS reticulee par 1% de divinylbenzene (Senn Chemicals, Dielsdorf Suisse). La 
5 strategic utilisee est un protocole classique Fmoc/tBu. L'elongation de la chaine peptidique 
est realisee a partir de 0,5 grammes de resine substitute a 0,5 meq./g par couplage 
successifs des Fmoc-aminoacides (0,75 mmole) , les chaines iaterales de 1'asparagine et de 
la threonine etant respectivement protegees par un groupe trityle et ter-butyle. Les 
catalyseurs de couplage sont le tetrafluoroborate de 2-(lH-benzotriazole-l-yl)-l,l,3,3- 
10 tetramethyluronium (TBTU), (0,75 mmole), le 1 -hydroxybenzotriazole (HOBt) (0,75 
mmole) et la diisopropylethylamine (DIEA) (2,25 mmoles) dans la dimethylformamide 
(DMF, 5mL). 

L'avancement de chaque etape est controle par un test colorimetrique a 
l'acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique pour Ser, Gly, Leu, Asn, Thr et au chloranil 
15 (tetrachloro-l,4-benzoquinone) pour Pro. La deprotection N-terminale du groupe Fmoc est 
realisee par une solution de piperidine a 20% dans la DMF. 

d-Synthese de la liaison reduite T[CH 2 -NH] : 

Cette synthese est resumee par le schema 2 ci-dessous : 

20 



25 
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a: AcOH, NaBH 3 CN b: Fmoc-Xaa-OH, TBTU, BtOH, DIE A c: TFA, EDT, Phenol, thoianisole, H a O 

Schema 2 : Synthese de la liaison reduite ^[CH 2 -NH] 

Apres avoir successivement couple Fmoc-Pro-OH et Fmoc~Gly-OH et 

libere la foriction -NH 2 , r aldehyde Fmoc-Leu-H (0,253g 0,75 mmole) est additionne dans 
5 le reacteur, soiubilise dans 5 mL de DMF. Quelques gouttes d'AcOH glacial sont ajoutees " : 

au milieu reactionnel et 3eq. de NaBHsCN sont additionnes par petites portions sur 1 h, Le 

melange est laisse sous agitation pendant une nuit. Le groupement Fmoc est deprotege 

dans les conditions precedemment citees. 

La synthese de Thexapseudopeptide est terminee par les couplages 
10 successifs de Fmoc-Asn(Trt)-OH et Fmoc-Thr(tBuVOH dans les conditions citees plus 

haut 

Le peptide est dive de la resine pendant 2 heures par un melange de 10 
mL de TFA, 0,750 g de phenol, 0,25 mL d'EDT, 0,5 mL de thioanisole et 0,5 mL d'eau 
desionisee. Ce melange est initialement refroidi a 0°C mais le clivage se deroule a 

15 temperature ambiante. Le peptide preclpite par ajout d'Et 2 0 glace et la resine est filtree. Le 
peptide reste sur le fritte est dissous au-dessus d'un ballon plein d'Et 2 0 glace a Paide de 
TFA., II est ensuite concentre et lyophilise. 

Le pseudopeptide est purifie par chromatographic liquide haute 
performance (HPLC) realisee sur une chaine Hitachi-Merck equipee d'une pompe L6200 

20 couplee a un detecteur Jasco 875 UV. La colonne preparative utilisee est une Waters 
DELTA PAK C18 (300 X 7,8 mm Ld., tailie des particules: 15 pan, porosite : 300 A). 
L'eluant est compose d'une solution A de 0,1 % en volume de TFA (sequencing grade, 
Sigma) dans I'eau Ultrapure et d'une solution B de 0,08 % de TFA et de 20 % d'eau dans 
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Tacetonitrile (Carlo Erba). Le peptide est elue par un gradient de 20% de B dans A j usque 
50% sur 30 minutes a 4mL/minute. Le peptide est collecte manuellement Apres 
evaporation des solvants, le peptide purifie est lyophilise avant d'etre caracterise par 
spectrometrie de masse et RMN. 
5 m/z [ES] theorique 573,3 1, experimental 574,41 pour [M+H] 4 * 

Le spectre RMN est conform e a la structure attendue. 
2.2 Hydrarinopeptides 

a- Protocole op era to ire pour la preparation tlu NfiBoc-NftBoc-Na-Z- 
Hydrazinoglycine 

10 Boc2N~N(Z)-CH2~COOH a ete synthetise suivant la methode decrite par 

N. Brosse et ai ( N. Brosse, M.-F. Pinto, J. Bodiguel, B, Jamart-Gregoire J. Org. Chem., 
2001, 66, 2869-2873), cette voie de synthese etant resumee sur le schema 3 ci-dessous : 




d , e 

V 

CH 2 -COOMe 

Boc 2 N — -N 
\ 
Z 

f 

T 

Boc 2 N-N(Z)-CH 2 -COOH 

a) H 2 N-NH-Z, THF, rt; b) DCCI, BtOH, rt; c) HO-CH r COOMe, DIAD, PPh 3 , THF, rt; 
d) MeNH 2 , THF, rt; e) Boc 2 0, DMAP, THF, rt; f) LiOH, THF 



15 Schema 3 ; Synthese du NpBoc-NpBoc-Na-Z-Hydrazinoglycine 

b- Synthese sur support solide: 

Cette synthese est resumee sur le schema 4 ci-dessous. 

Le pseudohexapeptide est synthetise sur un synthetiseur semi- 
automatique (CNRS, IBMC, Strasbourg, France) a partir d'une resine Fmoc-Ser(tBu)- 
20 Wang PS reticulee par 1% de divinylbenzene (Senn Chemicals, Dielsdorf Suisse). La 
strategic utilisee est un protocole classique Boc/BzL L'elongation de la chaine peptidique 
est realisee a partlr de 0,5 grammes de resine substituee a 0,69 meq./g par couplage 
successifs des Boc~aminoacides (L04mmole) 5 les chaines laterales de rasparagine et de la 
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threonine etant respcctivement protegees par un groupe xanthyle et Bzl. La 7Vp,iV(3-Boc- 
iVa(Z)Gly-OH est incorporee comme un acide amine normal. Pour ce residu, le temps de 
couplage est porte a une nuit au lieu des deux heures de reaction pour les couplages des 
autres aminoacides. Les catalyseurs de couplage sent le tetrafluoroborate de 2-(lH- 
5 benzotriazole-l-yl)-l ,1,3,3-tetramethyluronium (TBTU), (1 .04 mmole), le l- 
hydroxybenzotriazole (HOBt) (1.04 mmole) et la diisopropylethylamine (DIEA) (3.12 
mmoles) dans la N,N-dimethylformamide (DMF ? 5mL). 

L'avancement de cheque etape est controle par un test colorimetrique a 
l'acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique pour Ser, Gly, Leu, Asn 9 Thr et au ehloranil 
10 (tetrachloro-l ? 4-benzoquinone) pour Pro. La deprotection N-terminale du groupe Fmoc est 
realisee par une solution de piperidine a 20% dans la DMF. 



Z O 




c 9 d 

V 

JThr Leu Gly ^Ser 

H 



a) Boc 2 N-N(Z)-CH 2 -COOH, TBTU, BtOH, DIEA, DMF, b) TFA, c) Boc-Xaa-OH, TBTU, 
15 BtOH, DIEA, DMF; d) TFIvISA, TFA, EDT, Thioanisole. 

Schema 4 ; synthese de V hydrazine peptide 

Apres le couplage de la threonine terminate, le peptide est dive de la 
resine par un melange de TFA (10 mL) et de TFMSA (1 mL) en presence de thioanisole 

20 (ImL) et d'EDT (0,5mL). Le pseudopeptide est purifie par chromatographic liquide haute 
performance (HPLC) realisee sur une chaine Hitachi-Merck equipee d'une pompe L6200 
couplee a un detecteur Jasco 875 UV. La colonne preparative utilisee est une Waters 
DELTA PAK C18 (300 X 7 ? 8 mm LcL, taille des particules: 15 ^im, porosite : 300 A). 
L'eluant est compose d'une solution A de 0,1 % en volume de TFA (sequencing grade, 

25 Sigma) dans l'eau Ultrapure et d T une solution B de 0,08 % de TFA et de 20 % d'eau dans 
l'acetonitrile (Carlo Erba). Le peptide est elue par un gradient de 20% de B dans A j usque 
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50% sur 30 minutes a 4mL/minute. Le peptide est collecte manuellement Apres 
evaporation des solvants, le peptide purifie est lyophilise avant d'etre caracterise par 
spectrometrie de masse et RMN 

5 23, Cetomethyleneamino-peptides x F[CO-CH 2 -NH] : 

a- Synthese du dimetfayldioxirane (DMD) : 

Dans un ballon de 1L sont additionnes 254 mL d'eau distillee, 192 mL 
d'acetone et 58 g de NaHC0 3 . Le melange est porte a 5°C et 1'addition de 120 g d'Oxone® 
se fait par petites portions toutes les 3 mim Un important degagement gazeux est observe a 
10 ehaque addition de Poxydant Lorsque P addition est terminee, le bain froid est retire et le 
DMD est recupere par transfert sur paroi froide sous vide Ieger. La solution (~ 150 mL a 
0,09M) est conservee sur tamis moleculaire 4A a -20°C et utilisee dans les 24 h. 
b- Oxydation par utilisation de DMD : 
Synthese du glvoxal Fmoc-Leu-CHO : 
15 Le diazo Fmoc-Leu-CH=N 2 (548 mg, 1,5 mmol) est mis a reagir 

directement par solubilisation dans la solution de DMD (50 mL, 4,5 mmol), Apres 10 min. 
d'agitation a 0°C, le solvant est evapore et le residu est repris dans le DCM (15 mL) afin 
de retirer par decantation Peau residuelle. Le solvant est reevapore et le rendement est 
quantitatif Le glyoxal est utilise sans purification ulterieure et sans attendre. 
20 Une fois la synthese terminee, le pseudopeptide cetomethyieneamino est 

clive de la resine suivant le protocole habitueL 

Cette voie de synthese est resumee sur le schema 5 ci-dessous et est 
inspire de Groarke M, Hartzoulakis B„ McKervey M. A., Walker B v Williams C H., 
Bioorg. Med, Chem. Lett, 2000, 10, 153-155: 

25 



30 
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Schema 5 : Synthese de peptides a fonction cetoraethyleneamino T[CO- 

CH 2 -NH] 

15 2.4 Carbonylhvdrazone-peptides TfCQ-NH-N=1 : 

Cette voie de synthese est resumee sur le schema 6 ci-dessous et est 
inspiree de Lourak M v Vanderesse R., Vicherat A., Jamal-Eddine ]., Marraud M., 
Tetrahedron Lett, 2000, 8773-8776: 




20 

Schema 6 : Synthese de peptides a fonction carbonylhydrazone T[CO-NH-N=] 
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La N-Fmoc leucine (1 g, 2,83 inmol) est couplee avec le tert- 
butylcarbazate (273 mg, 3,11 mmol) via formation d'un ester active au TBTU dans le 
DCM en presence de DIEA, Le compose diprotege est obtenu avec un rendement de 98%. 
La protection Boc, labile en milieu acide, est retiree par agitation du compose dans une 
5 solution de HC1 3N dans P acetate d'ethyle durant une heure. L'hydrazine est ensuite 
regeneree par action d'une solution de triethylamine (Et3N) dans le methanol sur le 
chlorhydrate. Cette reaction est quantitative et propre. Le lien carbonylhydrazone est 
obtenu par condensation de Phydrazine sur un mime commercial de la glycine, le 
glyoxylate d^ethyle (1,7 g, 16,64 mmol), pour partenaire cetonique. Aucune base n'est 
10 necessaire a Paboutissement de cette reaction. Un temps de reaction de 2 heures est 
suffisant dans le DCM. Le pseudodipeptide diethylester est purl fie sur gel de silice avec un 
eluant compose de 30% d'ether de petrole dans P acetate d'ethyie, et recupere sous forme 
solide avec un rendement de 84%. 




L'ester Fmoc-Leu^[CO-NH-N=]-Gly~OEt (1,05 g, 2,33 mmol) est 
15 soiubilise dans un melange MeOH/THF 1/2 (v/v) a 0°C. 2 equivalents de LiOH (1 12 mg, 
4,66 mmol) sont alors lentement additionnes et le solute est laisse a agiter durant 10 min. 
Apres evaporation du melange de solvants, le residu est repris dans PAcOEt et traite par 
lavages avec une solution aqueuse de KHSO4, 5% (2X10 mL), et de Peau distillee (2 X 
10 mL), Apres sechage sur MgSC>4 et evaporation du solvant, Pacide obtenu (635 mg, 1,5 
20 mmol) est engage sans attendre dans le couptage sur une mat avec Phexapeptide en 
fomiation en presence de BtOH, TBTU et DIEA, comme illustre par le schema 7. 
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Schema 7 : synthese du peptide a fonction carbonyl hydrazone 
Une fois la synthese terminee, le pseudopeptide carbonylhydrazone est 
clive de la resine suivant le protocole habituel. 

— Peptides biotinvles et/ ou porteur d'un grounement 
parabenzoyiphenylalanine 

Synthese de Biot-Ava-TVT-Bna-KF : 

La resine Fmoc-Phe-Wang (500 nig) est solvatee dans 5 mL de DMF. 
Apres l'etape de deprotection utilisant 3 fois 5 mL de piperidine a 20% dans la DMF, la 
Fmoc-Lys(Boc)-OH (513 mg, 3 eq.) dissoute dans 5 mL de DMF est additionnee en 
presence de TBTU (351 mg, 3 eq.), BtOH (168 mg, 3 eq.) et DIEA (0,6 mL, 9 eq.). Apres 
40 minutes d'agitation, un test est realise sur un prelevement de billes de resine dans le 
methanol en presence de TNBSA. Le test etant negatif (observation d'une coloration 
blanche des billes), l'etape de deprotection est amorcee. Ensuite, le Bpa (492,4 mg, 3 eq.) 
est additionne a son tour et ainsi de suite jusqu'a 1'acide amino-valerique Fmoc-Ava-OH. 
Apres deprotection du groupement Fmoc, la biotine (Bachem, Suisse) (268 mg, 3 eq.) est 
additionnee enfin, juste en presence de DIEA (0,6 mL, 3 eq.). L'agitation se poursuit 
pendant une nuit. Apres rincage de la resine par 5 X 5 mL de DCM, La resine est sechee 
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sous vide. Le peptide et sa resine sont mis a reagir avec un melange contenant 0,75 g de 
phenol, 0 3 5 mL de thioanisole, 0,5 mL d'eau osmosee, 0,25 mL d'EDT et 10 mL de TFA. 
Si l'addition du melange se fait dans un bain de glace a 0°C, Fagitation se poursuit lh30 a 
temperature ambiante. Le peptide precipite par ajout d*Et 2 0 glace et la resine est filtree. Le 
5 peptide reste sur le fritte est dissous au-dessus d 3 un ballon plein d'Et 2 0 glace a faide de 
TFA. II est ensuite concentre et lyophilise. 

Les peptides sont purifies par chromatographic liquide haute 
performance (HFLC). La colonne preparative utilisee est une Waters DELTA PAK CI 8 
(15 ^m, 300 A, 7,8 x 300 mm). Leluant est compose dune solution A de 0,1 % en volume 
10 de TFA dans l'eau et d'une solution B de 0,08 % de TFA et de 20 % d'eau dans 
racetonitrile. 

B-ACTIVITE BIOLOGIOUE 
Figures : 

La figure la represente revolution du rapport VO/Vi caracteristique 
15 d'une inhibition impliquant un seul site de V enzyme, 

La figure lb represente revolution du rapport VO/Vi caracteristique 
d'une inhibition parabolique en accord avec le schema reactionnel represente sur la figure 
1c. 

1. Enzymes 

20 Le proteasome 26 S de Xenope (Xenopus laevis) a ete purifie selon le 

protocole decrit dans: GLICKMAN et COUX (2001) Current Protocols in Protein 
Science, SuppL 24, Wiley, New York, pp. 21.5.1-21.5.17. 

Les proteasomes 26S et 20S de levure (Saccharoyces cerevisae) ont ete 
purifies selon le protocole decrit dans : LEGGETT et al (2002) Molecular Cell, 10, pp 

25 495-507. 

2, Substrats 

Les activites peptidasiques ont ete determinees a Taide des substrats 
fluorogenes Suc-LLVY-amc (CT-L), Z-LLE-BNA (PA) et Boc-LRR-amc (T-L), fournis 
par la societe Bachem (Voisins-le~Bretonncux, France). 



1er depot 



25 

3. Appareillage 

Les activites enzymatiques ont ete mesurees en utilisant le fluorimetre 
lecteur de plaques multi-puits BMG Fluostar, pilote par Biolise. Get appareillage est equipe 
d'un dispositif de thermostatisation par effet Pelletier. 

Le pH des tampons a ete mesure a l'aide d'un pH-metre pH-stat 
Radiometer TT1C equipee d'une electrode de type B. 

Les traitements mathematiques el statistiques des donnees cinetiques ont 
ete realises grace au logiciel Kaleidagraph 3X)8A (Abelbeck Software). 

4. Mesure des activites du proteasome 

Les activites peptidasiques des proteasornes 26S de levure et de xenope 
et celles du proteasome 20S de levure latent et active ont ete determines dans les 
conditions decrites dans le tableau IL 









Concentration 




Proteasome 


Activite 


Sufostrat (concentration) 


de V enzyme 
(fig/mL) 


Tampon 




CT-L 


Suc-LLVY-amc (100 jxM) 


1,5 


TrisHCl 20 mM pH 7,5, 


26S 


T-L 


Boc-LRR-amc (200 fiM) 


3 


DTT 1 mM, MgCf 2 I mM 




PA 


Z-LLE-BNA (200 jiM) 


3 


ATP 1 mM, glycerol 10 % 


20S latent 


CT-L 

T-L 

PA 


Suc-LLVY-amc (100 uM) 
Boc-LRR-amc (200 uM) 
Z-LLE-BNA (200 uM) 


30 
60 
60 


TrisHCl 20 mM pH 7,5, 
DTT 1 mM, glycerol 10 % 




CT-L 


Suc-LLVY-amc (100 uM) 


15 


Tris HCf 20 mM pH 7,5, 


20S active 


PA 


Z-LLE-BNA (200 uM) 


30 


DTT 1 mM, glycerol 10 %, 
SDS 0,02 % 



Tableau II. Conditions de mesures des activites peptidasiques des differentes categories 
d' enzymes. 



CT-L : activite de type chymotrypsique ; T-L : activite de type trypsique ; 
PA : activite de type post-acide (ou caspasique) 

5. Detection et etude des effets inhibiteurs 

Les composes etudies sont solubilises dans le tampon (peptides, 
pseudopeptides), ou dans le DMSO (lipopeptides, peptides photoactivables). L'cnzyme est 
pre-incubee (15 min a 30 °C) dans le tampon correspondant (tableau II), en presence de 
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Pinhibiteur. Pour les cas ou P inhibiteur est solubilise dans le DMSO (iipopeptides, 
peptides photoactivables), le controle sans inhibiteur contient une quantite de DMSO 
identique a celle des essais avec Inhibiteur (3,5 %, v/v). La reaction est declenchee par 
Taj out du substrat Elle est suivie de fa9on continue pendant 30 min a 30 °C. Les vitesses 
5 initiales des essais avec inMbiteurs (calculees a partir des points experimentaux) sont 
comparees a celles des controles. Les resultats presentes ont ete obtenus en calculant la 
moyenne d'au moins deux essais independants. La variability est inferieure a 10 %. 

5.1- Analyses einetiques 

Le parametre IC 50 correspond a la concentration d' inhibiteur conduisant a 
10 une perte d'activite enzymatique de 50 %. 

a. Determination du parametre IGgn 

L' enzyme est pre-incubee en presence de concentrations croissantes 
d' inhibiteur. La reaction est declenchee par Taj out du substrat (voir le paragraphs 
« Detection et etude des effets inhibiteurs »). Le pourcentage d'inhibition est calcuie a 
15 partir de P equation 1. 

% Inhibition - 100. (F ° 1 
dans laquelle V 0 est la vitesse du controle, V\ la vitesse en presence 

20 <P inhibiteur. , 

Les points experimentaux decrivent revolution de Peffet inhibiteur du 
compose etudie en fonction de sa concentration. En regie generate, ils s'ajustent a la 
courbe decrite par P equation 2 dans laquelle [I] est la concentration d' inhibiteur. 

r i - • loo.m 

25 %Inh ' b,t,0n= IC-H7j ^ 2 

Lorsque Pinhibition est cooperative, les points experimentaux s'ajustent 
a la courbe decrite par P equation 3 dans laquelle n represente Pindice de cooperativite. 

«,r f.,.. ioo.[rr 

%Inhibition = 

b. Etude dumecanisme d ? inhibition 6q. 3 
30 Le mecanisme de P inhibition est determine en tra?ant la courbe de 

revolution du rapport V 0 /V j en fonction de la concentration d' inhibiteur. 
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® Inhibition competitive striate 

Dans le cas (Tune inhibition impliquant un seul site de P enzyme, 
revolution du rapport V 0 /Vj en fonction de la concentration d'inhibiteur est une droite 
(figure la) definie par V equation 4, 

C'est le cas lorsque F inhibition est competitive stricte : 
PAPAPOSTOLOU et al, Biochem. Biophys. Res. Comm., 2, 295, 1090-1095 (2002); 
STEIN et al, Biochemistry, 35, 3899-3908(1989, avec : 



K I(WP = K, + ^ eq.5 



© Inhibition paraholique 

Lorsque Pinhibition implique deux sites distincts de Penzj'me, 
revolution du rapport V 0 fV { en fonction de la concentration d'inhibiteur decrit une 
parabole (figure lb) definie par P equation 6, en accord avec le schema reactionnel de la 
figure 1c. ; 

v k $r nr ec L- " 

Y i ^ilapp ^iiapp'^ilapp 

Dans le cas de P inhibition des activites CT-L et PA, le premier site est un 
site catalytique, alors que le deuxieme serait un site regulateur non-catalytique, dont la 
localisation est inconnue : PAPAPOSTOLOU et al Biochem. Biophys. Res. Comm., 2, 
295, 1090-1095 (2002) ; KISSELEV etal, J. Biol. Chem., 278, 35869-35877, (2003). 
6- Examples 

6.1, Peptides 

A titre comparatif, on a etudie differents peptides qui sont des inhibiteurs 
de Pactivite CT-L et de Pactivite post-acide du proteasome 20S active. On peut citer a titre 
d'exemple les peptides TVTFKF (activite CT-L : IC 50 = 229 pM ; activite PA : IC 50 - 210 
pM) et TITYKF (activite CT-L : IC 50 = 260 pM ; activite PA : IC 50 = 336 pM). lis agissent 
a la fois sur les sites actifs du proteasome et les sites regulateurs (cinetiques paraboliques). 

6.2. Lipopeptides 

Plusieurs lipopeptides sont des inhibiteurs de Pactivite CT-L du 
proteasome 20S active. 
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L' effet iiihibiteur est fonction de la sequence du peptide et de la longueur de la chaine 
aliphatique. On designe par CX une chaine CH3~(CH 2 ) x -CO- 





C6 


C8 


CIO 


C12 


C14 


C16 


C18 


TITFDY 


37% 


32% 


35 % 


14% 


6% 


20% 


34% 


TVTYKF 


20 % 


50% 


22% 


10% 


0% 






TVTFKF 


32% 


10% 


42% 











Tableau III : Effet inhibiteur des lipopeptides sur Pactivite CT-L du 
5 proteasome 20S active de levure, apres traitenient par 35 \iM de lipopeptide (17,5 jiM pour 
C18/TVTYKF), 

. Des IC50 de Pordre de 35 \iM sont observes pour les lipopeptides CH3- 
(CH 2 ) 6 -CO-TVTYKF et CH 3 -(CH 2 )g»CO-TVTFKR La chaine carbonee en C10 lorsqu'elle 
est fixee sur Pextremite N-terminale du peptide TVTFKF augmente la capacite inhibitrice 
10 d'un facteur 6,5 (comparaison entre CH 3 -(CH 2 )s-CO-TVTFKF et le peptide TVTFKF). De 
meme, une augmentation d'un facteur 17 est observee par modification de Pextremite N- 
term.inale de TVTYKF par la chaine carbonee en C8. 

. Pour un peptide de sequence donnee, P effet inhibiteur est en general 
tres sensible a la longueur de la chaine carbonee, suggerant que des modulations precises 
15 de Peffet inhibiteur puissent etre obtenues en jouant simplement sur ce parametre. La 
chaine aliphatique lipophile est done bien susceptible de renforcer Peffet inhibiteur du 
peptide correspondant 

6.2. Pseudopeptides 

Le peptide ci-dessous a ete synthetise : 

20 TNLGPS 

La sequence TNLGPS a ensuite ete utilisee comme point de depart de la 
synthese d'une serie de pseudopeptides, 

Le lien pseudopeptidique amide reduit -^[CH 2 -NI-I> est introduit entrc 
les residus leucine et glycine. Cette liaison est non hydrolysable, 

25 TNL-^[CH 2 -NH]-GPS (1) 

Ac-TNL^F[CH 2 -NH]-GPS (2) 
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Le pseudopeptide correspondant TNL- V P[CH 2 -NH]-GPS (1) se comporte 
comme un inhibiteur du proteasome 20 S active. Les valeurs estimees de riC 50 de ce 
pseudopeptide est de 380 ja M alors que ie peptide TLNGPS inhibe le proteasome avec 
une IC 5 q de 1750 p.M (test daiis des conditions experimentales ou son hydrolyse est 
negiigeable). L'analyse cinetique montre que le pseudopeptide 1 reagit avec ies sites 
catalytiques et le(s) site(s) regulateur(s). 

Le pseudopeptide 2 obtenu par acetylation de Pextremite N-terminale de 
1 est deux fois moins efficace que 1 . 

On retrouve le rneme ordre d'efficacite inliibitrice vis-a-vis de Pactivite 
post-acide PA ; 63 % pour [1] - 500 j_iM ; 28 % pour [2] = 1 mM. 

63. Peptide s biotinyles et/ ou porteur cPun groupement vara- 
benzoyl-phenylalanine 

Cette categorie est exemplifiee par la molecule : 
Biot-Ava-TVT-Bpa-KF (3) IC 50 = 32 pM 

Elle presente un groupe reactionnel photoactivable para- 
benzoylphenylaianine et un groupement Bpa (Biot = biotinyl et Ava = acide 8~ 
amino valer ique) . 

7- Effet aetivateur du proteasome : 
7.1- Detection et quantification cles effets activateurs : 
Les composes etudies sont solubilises dans le tampon ou dans le DMSCX 
L' enzyme est pre-incubee (15 minutes a 30°C) dans le tampon correspondant (tableau II), 
en presence de la molecule a tester. Dans le cas ou la molecule est soiubilisee dans le 
DMSO, ie controle (pas d'addition de molecule a tester) contient une quantite de DMSO 
identique a celle des essais (3,5% v/v). La reaction est declenchee par Pajout du substrat 
Elle est suivie de fa?on continue pendant 30 minutes a 30°C. Les resultats presentes ont ete 
obtenus en calculant la moyenne d'au moins deux essais independants. Une activation se 
caracterise par une activite apres traitement par la molecule testee superieure a 100%. La 
variability est inferieure a 10%. Les resultats sont exprimes a Paide d'un facteur 
deactivation^ egai au rapport entre la vitesse initiale V a en presence du compose teste et la 
vitesse initiale du temoin V 0 , 

7.2. Resultats : 
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Plusieurs peptides et lipopeptides sent des activateurs de Pactivite CT-L 



et/ou de Pactivite T-L du proteasome 20S latent- 



Peptide/Lipopeptide 


fa 

Activite CT-L 


Activite T-L 


TITFDY 


5 


3 


TVTFKF 


2,3 


1,7 


TITYEY 


2 


- 


TITYDF 




2,5 


CH 3 -(CH 2 ) 16-CO-TITFD Y 


6 


1,2 


CH 3 -(CH 2 )i4-CO- TITFDY 


3 




CH 3 -(CH 2 ) ,6-CO-TVTYKF 


3,2 




CH 3 -(CH 2 )i4-CO- TVTYKF 


2 




CH 3 -(CH 2 )i2-CO- TVTYKF 


2 





Peptides et lipopeptides constituent done des molecules pouvant moduler 
en finesse Pactivite CT-L grace a des changements dans la longueur de la chame 
aliphatique. La complexite des effets doit etre liee a la multiplicite des sites possibles 
d' interaction, sites actifs ou sites regulateurs. 
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REVINDICATIONS 

1. Molecules de formule generate (I), et ieurs sels pharmaceutiquement 

acceptables : 

(Xo)xo-(X 1 ) xl -(X 2 ) x2 -X3-(X 4 ) x4 -X 5 -X 6 -(X 7 ) x7 -(X s ) xS -(X 9 ) x9 
(I) 

dans laquelle 

- x 0 , X[, x 2 , x 4 , x 7 , x 8 et x 9 representent chacun, de facon independante, un 
entier egal aOoual ; 



10 (II) : 



X 0 represente un groupement choisi parmi ceux repondant a la formule 




(CH 2 ) 4 — C-NH~4-[H] 1 _ ff — Y -c- 
O O 



15 



(IT) 



20 



dans laquelle Y represente un groupement alkyle en Q-C^, lineaire 
ramifie ou cyclique, sature ou insature, n represente un entier choisi parmi 0 et 1. 

- Xi et X 3 representent chacun un acide amine nature! ou synthetique 
comportant chacun au moins une fonction hydroxyle sur sa chame Iaterale ; 

- X 2 represente un acide amine naturel ou synthetique choisi parmi ceux 
comportant une chame Iaterale alkyle ; 

- X 4 represente un acide amine naturel ou synthetique qui peut Stre choisi 
parmi ceux comportant une chaine Iaterale aromatique ; 

- X 5 represente un acide amine choisi parmi la lysine, 1'arginine, 
25 I'histidine, 1'acide aspartique, l'asparagine, 1'acide glutamique et la glutamine ; 

- X 6 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la tyrosine, la 
phenylalanine, la leucine, Pisoleucine, 1'alanine, ta/^ra-benzoyl phenylalanine, la lysine ; 

- X 7 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la glycine et 
1'alanine, la leucine, la valine, l'asparagine et Parginine ; 

- X 8 represente un acide amine qui peut etre choisi parmi la proline, la 
valine, Pisoleucine, P acide aspartique ; 



30 
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- X9 represente un acide amine qui pent etre choisi parmi la serine, 
l'alanine, la lysine, 1'arginine, le tryptophane. 

- la liaison entre deux acides amines successif Xi-Xj+i, designee qj-i+i, i = 

O 
II 

5 1... 8, peut etre une liaison peptidique C— NH— ou une liaison pseudopeptidique choisie 
parmi : CO-O, CO-S, CO-CH2, CO-N(Me), NH-CO, CH=CH, CH2-CH2, CH2-S, CH2-O, 
CS-NH et CH 2 -NH, CO-CH2-NH. 

- les acides amines enonces ci-dessus Xi, i = 1,... .9 etant 
susceptibles de comporter une modification de leur carbone a, designe Q, i = 1, ... 9 et 
10 porteur de la chaine laterale R de r acide amine, modification consistant dans le 
remplacement de : 

R 
I 

-Ci- 
! 

H 

par un groupement choisi parmi : 

f 

CH 

?2 R 



-Ci_ ( — Cf— et _ 
R 

15 les groupements R et CH-Ri representant la chaine laterale de F acide 

amine et R2 representant une groupement alkyle en C r Q a R-R2 peuvent constituer un 
cycle, 

- les pseudopeptides de Finvention repondant en outre aux conditions 

suivantes : 

20 . xo est egal a 1 

ou 

. Fune des liaisons q^+u i=l 3 -^ .8, est une liaison pseudopeptidique 
ou 

. Fun des Q, i=l,...9 9 comporte Fune des modifications enoncees ci- 

25 dessus, 

2. Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce que Fune ou 
plusieurs des conditions suivantes est verifiee : 

Fun au moins des entiers xo, X[, X2, X4, x-? 7 xg et X9 est egal a 1 ; 

Xi et X3, identiques ou differents sont choisis parmi la threonine et la 

30 serine ; 

X 2 est choisi parmi la valine, la leucine et Fisoleucine 
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X4 est choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, la tyrosine et la 
jrara-benzoyl-phenyl alanine, 

3 . Molecule selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee 
en ce qu'elle comprend 4 a 8 acides amines, preferentiellement 5 a 7 acides amines, encore 
plus preferentiellement 6 acides amines. 

4. Molecule selon l 5 une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee 
en ce que x 0 =l et la chaine acyle -Y-CO- est une chaine lineaire que Ton represente par la 
formule -C p H 2p -CO-, p etant un entier allant de 1 a 23, 

5. Molecule selon la revendication 4, caracterisee en ce que 

- lorsque 11= 1, Y represente -C p H 2p - et p pent etre 1,2,3,4. 5, 6, 7 ou 8 

- lorsque n = 0, Y represente -C p H 2p - et p pent etre un entier allant de 5 a 

23. 

6. Molecule selon Pune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que Tune ou plusieurs des conditions suivantes sont verifiees : 

- l'un au moins de Xj et de X 3 represente la threonine, preferentiellement 
Xi et X 3 represented tons deux la threonine, 

- X 2 est choisi parmi Tisoleucine et la valine, 

- X4 est choisi parmi la phenylalanine, la tyrosine et la /?ara-benzoyl- 

phenylalanine, 

- au moins 2 des entiers x 0 , x u x 2 , X4, x 7 , x s et x 9 sont egaux a 1, encore 
plus preferentiellement 3 au moins de ces entiers sont egaux a 1 . 

7. Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle repond a 

la formule (la) : 

X q-X 1 -X2-X3 --X4-X5 - X5 
(la) 

dans laquelle les liaisons q i3 i+ i entre les acides amines X s et X i+ i, i = 
1...5, sont des liaisons peptidiques ou pseudopeptidiques. 

8. Molecule selon la revendication 7, caracterisee en ce que X 0 

represente : 

O 
II 



NH NH 




(CH 2 ) 4 -C-NH-(CpH 2 p)-C- 
O O 
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avec p allant de 1 a 8, de preference de 2 a 6, 

et X4 represente un groupement /wa-benzoyl-phenylalanine. 

9. Molecule selon la revendication 7 5 caracterisee en ce que X 0 represente 

un groupement: 

O 

avec p allant de 3 a 23, de preference de 5 a 1 9. 

10. Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle repond a 

la formule (lb) : 

X3-X5-X6-X7-X8-X9 

(ib> 

dans laquelle : 

- Tune au moins des liaisons entre deux acides amines successifs est une 
liaison pseudopeptidique 
ou 

- Fun des carbones a de Tun des acides amines est un carbone 

a modifie. 

11. Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle 
appartient a la liste : 

CH 3 -(C n H2n)-CO-TVTYDY avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H2n)-CO-TISYDY avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 

CH3~(C n H2n)-CO-TVSYKF avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H2a)-CO-TITFDY avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH3-(CnH 2 n)-CO-TITYKF avec n=4,6,8,10,12 / 14,16,18 
CH 3 -(C n H2n)-CO-TITYEY avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H 2 n)-CO-TITYDF avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H2n)-CO-TVTYKL avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H 2 n)-CO-TVTYKY avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H2n)-CO-TVTFKF avec n=4,6,8,10,12,14,16,18 
CHs^CnH^-CO-TITYDL avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CI-i3-(CJ-l2xO-CO-TITFDY avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H 2n )-CO-TVTFKF avec 11=4,6,8,10,12,14,16,18 
CH 3 -(C n H 2n )-CO-TVTYKF avec 0=4,6,8,10,12,14,16,18 
B iot- Ava-T VT-Bpa-KF 
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Biot-Ava-TVT-Bpa-KY 

Biot-Ava-TVT-Bpa-KL 

Biot-Ava-TVT-Bpa-DF 

Biot-Ava-TVT-Bpa-DY 
5 Biot-Ava-TVT-Bpa-DL 

Biot-Ava-TIT-Bpa-KF 

Biot-Ava-TIT-Bpa-KY 

Biot-Ava-TIT-Bpa-KL 

Biot-Ava-TIT-Bpa-DF 
10 B iot- A va-TIT-Bpa- D Y 

Biot-Ava-TIT-Bpa-DL 
Biot-Ava-TVT-Bpa-EF 
B iot-A va-T VT-Bpa-E Y 
Biot-Ava-TVT-Bpa-EL 
15 Biot-Ava-TIT-Bpa-EF 

Biot-Ava-TIT-Bpa-EY 
Biot-Ava-TIT-Bpa-EL 
Biot-Ava-TVT-Bpa-NF 
B iot- A va-T VT-Bpa-N Y 
20 Biot-Ava-TVT-Bpa-NL 

Biot-Ava-TIT-Bpa-NF 
Biot-Ava-TIT-Bpa-NY 
Biot-Ava-TIT-Bpa-NL 

dans lesquelles Biot represente un grouperaent biotinyle, Ava represente 
un groupement acide 5 amino valerique, Bpa represente un groupement ^m-benzoyl- 



25 



phenylalanine 

TNL*GPS, 
SEK*RVW 
TRA*LVR 

30 SNL*NDA, 

THPVIK, dans lesquelles * represente : 

- une liaison choisie parmi les liaisons ester, thioester, cetomethylene 
cetomethyleneamino, N-methylamide, amide inversee, Z/E vinylene, ethylene' 
methylenethio, methyleneoxy, thioamide et methylene amino, 
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ou 

- la presence <Fun aza-acide amine en substitution de Fun des acides 
amines adjacents a *. 

5 12. Molecule, caracterisee en ce qu'elle comporte une molecule selon 

Tune quelconque des revendication 1 a 11 couplee sur son extremite C-terminale et/ou sur 
son extremite N-terminale, avec une autre molecule qui favorise sa biodisponibilite. 

13. Medicament, caracterise en ce qu'il comporte une molecule selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 12, dans un support pharmaceutiquernent 

10 acceptable. 

14. Utilisation d'une molecule selon Tune quelconque des revendications 
1 a 12, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et au traitement d'une 
pathologie impliquant le proteasome. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la 
15 pathologie est selectionnee parmi : les cancers impliquant des tumeurs hematologiques ou 

des tumeurs solides, les maladies auto-immunes, le SID A, les maladies inflammatoires, les 
pathologies cardiaques et les consequences des processus ischemiques que ce soil au 
niveau myocardique, cerebral ou pulmonaire, le rejet de d'allogreffe, la fonte muscuiaire, 
les accidents vasculaires cerebraux, les traumatismes, les brulures, les pathologies 
20 associees au vieillissement comme la maiadie d' Alzheimer et la maladie de Parkinson et 
P apparition des signes du vieillissement. 

16. Utilisation selon la revendication 14, pour la preparation d'un 
medicament destine a la radiosensibilisation d'une tumeur. 

17. Composition cosmetique et/ou deraiatologique comprenant une 
25 molecule selon Tune quelconque des revendications I a 12 dans un support 

cosmetiquement et/ou dermatologiquement acceptable. 

18. Procede de prevention ou de traitement cosmetique de F apparition 
des effets du vieillissement cutane chronologique et/ou du photovieillissement, caracterise 
en ce qu'il comporte Fapplication d'une molecule selon Fune quelconque des 

30 revendications 1 a 12, dans un support cosmetiquement acceptable. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 

<120> NOUVEAUX MODULATEURS DU PROTEASOME 

<130> VCsts644-121 

<160> 38 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 1 

Xaa Thr Val Thr Tyr Asp Tyr 
1 5 



<210> 2 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n - 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 2 

Xaa Thr lie Ser Tyr Asp Tyr 
1 5 



<210> 3 
<211> 7 
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<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eat uro 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n ) -CO- avec n 

<400> 3 

Xaa Thr Val Ser Tyr Lys Phe 
1 5 



= 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 



<210> 4 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 4 

Xaa Thr He Thr Phe Asp Tyr 
1 5 



<210> 5 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n - 4,6,8,10,12,14,16,18 

<4 00> 5 

Xaa Thr He Thr Tyr Lys Phe 
1 5 
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<210> 6 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n ) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 6 

Xaa Thr lie Thr Tyr Glu Tyr 
1 '5 



<210> 7 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 7 

Xaa Thr lie Thr Tyr Asp Phe 

1 ' 5 



<210> 8 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1 ) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 
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<4 00> 8 

Xaa Thr Val Thr Tyr Lys Leu 
1 5' 



<210> 9 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<22 0> 

<223> Molecule 



<220> 

< 2 2 1 > rn i s c_ f e a t u r o 

<222> (l)..(l) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 9 

Xaa Thr Val Thr Tyr Lys Tyr 
3 5" 



<210> 10 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_f eature 
(1) - - (1) 

Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n 



= 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 



<400> 10 

Xaa Thr Val Thr Phe Lvs Phe 
1 5 



<210> 


11 


<211> 


7 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


Mo] ecule 


<220> 




<221> 


misc feature 
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<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 
<400> 11 

Xaa Thr lie Thr Tyr Asp Leu 
1 5 



<210> 12 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) - . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 



<400> 12 

Xaa Thr lie Thr Phe Asp Tyr 
1 5 



<210> 13 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnH2n ) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16,18 

<400> 13 

Xaa Thr Val Thr Phe Lys Phe 
1 5 



<210> 14 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = CH3- (CnII2n) -CO- avec n = 4,6,8,10,12,14,16, 



<400> 14 

Xaa Thr Val The Tyr Lys Phe 
1 5 



<210> 15 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

< 2 2 3 > Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

< 2 2 1 > misc_f eat ure 
<222> (2) . . (2) 

< 2 2 3 > Xaa = groupement acide delta amino valerique 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6) . . (6) 

<22 3> Xaa = groupement para -benzoyl -phenylalanine 

<400> 15 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Lys Phe 
1 5 



<210> 16 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylaJLanine 
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<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 




misc feature 



<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 
<400> 16 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Lys Tyr 
1 5 



<210> 17 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

< 2 2 1 > misc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 17 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Lys Leu 
1 5 



<210> 18 

<211> 8 

<212> PRT 

< 2 1 3 > Artificial sequence 
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<220> 
<223> 

<220> 

<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<22 3> 

<220> 
< 2 2 1 > 
<222> 
<223> 



MolecuJ e 



m.i sc_f eature 
(6) . - (6) 

Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 

mlsc_fea ture 

(1) . • (1) 

Xaa = groupement biotinyle 

rnisc_f ea tu re 

(2) . . (2) 

Xaa = groupement acide delta ami.no valerique 



<4 00> 18 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Asp Phe 



<210> 19 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<22 0> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement 

<220> 

<221> rnisc_f eature 

<222> (1) . . (i) 

<22 3> Xaa = groupement 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (2).. (2) 

<223> Xaa = groupement 

<400> 19 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa 
3 5 



para-benzoyl-phenylalanine 
biotinyle 

acide delta amino valerique 
Asp Tyr 1 
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<210> 20 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 



<220> 

< 2 2 1 > misc^f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement foiotinyle 



<220> 

<2 21> mis c_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 



<400> 20 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Asp Leu 
1 5 



<210> 21 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement 



para-benzoyl-phenylalanine 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 
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<400> 21 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Lys Phe 
1 5 



Z 1 0 > 


22 






8 




<212> 


PRT 




<213> 


Artificial sequence 


<220> 






<223> 


Molecule 




<220> 






<221> 


i ii l o ^ LcclLU LS 




"C 2 2 2 ^ 


(6) . . (6) 




v. Z Z > 




pa ra-benzoyl -phenyl alanine 


<220> 






<221> 


misc feature 




S O O O s 


(1) . . (1) 




<223> 


Xaa = groupement 


biotinyle 


<220> 






<221> 


misc feature 




<222> 


(2) . . (2) 




<223> 


Xaa = groupement 


acide delta amino valerique 


<400> 


22 




Xaa Xaa 


Thr lie Thr Xaa 


Lys Tyr 


1 


5 



<210> 23 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6).. (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 
<2 20> 

<221> misc_feature 

<222> (l)..(l) 

<22 3> Xaa = groupement biotinyle 
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<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 23 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Lys Leu 
1 5 



<210> 24 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 24 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Asp Phe 
1 5 



<210> 25 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> m.i.sc_f eature 

<222> (6) . - (6) 

<223> Xaa = groupement para -benzoyl -phenyl alanine 




<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) _ (l) 

<223> Xaa = groupemont; 

<22 0> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement 

<400> 25 

Xaa Xaa Thr He Thr Xaa 
1 



1 er depot 
12 

biotinyle 

acide delta amino valeriqu 
Asp Tyr 



< J. 1 0 > 


26 




o 

o 


<212> 


PRT ' 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


Molecule 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(6) . . (6) 


<223> 


Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(2) . . (2) 


<223> 


Xaa = groupement biotinyle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) - - (1) 


<223> 


Xaa = groupement acide delta amino valerique 


<400> 


26 



Xaa Xaa Thr He Thr Xaa Asp Leu 



<210> 27 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Molecule 
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<220> 

<2 21> mi sc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupernent 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (!)..(!) 

< 2 2 3 > Xaa = groupernent 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupernent 

<400> 27 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa 

1 5 



par a -benzoyl -phenylalanine 
biot inyle 

acide delta amino valerique 
Glu Phe 



<210> 28 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> mi sc__f eature 

<222> (6) . • (6) 

<223> Xaa - groupernent para-benzoyl-phenylalanine 
<220> 

<221> misc_J: eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupernent biotinyle 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (2) . . (2) 

< 2 2 3 > Xaa = groupernent acide delta amino valerique 

<400> 28 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Glu Tyr 
1 5 



<210> 29 
<211> 8 
<212> PRT 



1er depot 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

< 2 2 1 > mi s c_ feature 
<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = grouperncnt para-ben zoyl -phenylalanine 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (!),.(!) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

< 2 2 1 > mi sc_f eature 
<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa - groupement bacide delta amino valeriqu 

<400> 29 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Glu Leu 
1 5 



<210> 30 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> mi sc__f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para -benzoyl -phenylalanine 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

<221> mi sc_ feature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 30 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Glu Phe 
1 5 
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<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<223> 



31 

8 

PRT 

Artificial sequence 
Molecule 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_f eature 
(6) . . (6) 

Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 



misc_fea ture 
(1) - - (1) 

Xaa = groupement biotinyle 



mis c_f eature 
(2) . . (2) 

Xaa = groupement acide delta amino valerique 



<400> 31 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Glu Tyr 
1 5 



<210> 32 

<211> 8 

<212> PRT 

< 2 1 3 > Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 

<220> 

<221> misc_ feature 

<222> (1) . ."(1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 

<220> 

<221> misc feature 



ler depot 
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<222> (2) . . (2) 

<22 3> Xaa = groupement aci.de delta amino valerique 
<400> 32 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Glu Leu 
1 5 



<210> 33 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

< 22 3 > Hole c u 1 e 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (6) . • (6) 

<223> Xaa ~ groupement para -benzoyl -phenyl alanine 

<220> 

<221> misc__ feature 

<222> (!)•-(!) 

<223> Xaa ~ groupement biotinyle 

<220> 

<221> misc__feature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 33 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Asn Phe 
1 5 



<210> 34 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 
<220> 

< 2 2 1 > rnis cofeature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para -benzoyl -phenylalanine 

<220> 

<221> misc feature 



1 er depot 

17 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 
<400> 34 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Asn Tyr 
1 5 



<210> 35 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-phenylalanine 
<220> 

<221> raisc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 35 

Xaa Xaa Thr Val Thr Xaa Asn Leu 
1 5 



<210> 36 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Molecule 
<22 0> 

<221> misc feature 



1er depot 
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<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa = groupernent para -benzoyl -phenylalanine 

<22 0> 

< 2 2 1 > rn i s cofeature 
<222> (1) . . (1) 

<22 3> Xaa =• groupernent biot inyle 

<220> 

< 2 2 1 > misc_f eature 
<222> (2) . . (2) 

<22 3> Xaa = groupernent acide delta aiaino valerique 

<400> 36 

Xaa Xaa Thr He Thr Xaa Asn Phe 



<210> 37 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Molecule 
<220> 

< 2 2 1 > mis cofeature 
<222> (6) . • (6) 

<223> Xaa = groupernent para-ben zoyl -phenylalanine 
<220> 

< 2 2 1 > mis cofeature 
<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupernent biotinyle 
<220> 

<221> misc_f eat ure 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa - groupernent acide delta amino valerique 

<400> 37 

Xaa Xaa Thr He Thr Xaa Asn Tyr 
1 5 



<210> 38 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



1 er depot 
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<220> 

<223> Molecule 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (6) _ (6) 

<223> Xaa = groupement para-benzoyl-pheny lalanine 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa = groupement biotinyle 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa = groupement acide delta amino valerique 

<400> 38 

Xaa Xaa Thr lie Thr Xaa Asn Leu 
1 5 
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